



























































general mechanistic  insights  into cell‐nanoparticle (NP)  interactions remain rare. To tackle this 
issue, standardization of nanosafety assessment is imperative. In this regard, we believe that the 
cell  type  selection  should  not  be  overlooked  since  the  applicability  of  cell  lines  could  be 
questioned given their altered phenotype. Hence, we evaluated the impact of the cell type on in 
vitro nanosafety evaluations in a human and murine neuroblastoma cell line, neural progenitor 
cell  line and  in neural  stem  cells. Acute  toxicity was evaluated  for gold,  silver and  iron oxide 
(IO)NPs,  and  the  latter  were  additionally  subjected  to  a multiparametric  analysis  to  assess 
sublethal effects. 
Results: The stem cells and murine neuroblastoma cell line respectively showed most and least 
acute  cytotoxicity.  Using  high  content  imaging,  we  observed  cell  type‐  and  species‐specific 
responses to the IONPs on the level of reactive oxygen species production, calcium homeostasis, 
mitochondrial  integrity and cell morphology,  indicating that cellular homeostasis  is  impaired in 
distinct ways.  
Conclusions: Our data reveal cell type‐specific toxicity profiles and demonstrate that a single cell 


















[4].  Despite  extensive  efforts,  a  general  paradigm  on  how  inorganic  NPs  are  able  to  affect 















since  they are  in general more  readily accessible,  less expensive and easier  to cultivate when 
compared  to primary  cells  [7, 12]. However,  cancer  cell  lines have a disturbed anti‐apoptotic 
balance  as  well  as  an  altered metabolism  to  sustain  their  high  proliferation  rate  [13].  The 









line  versus  primary  cells  representing  the  same  tissue  and  species  [19,  20].  Unfortunately, 
available  data  contrast  one  another  wherefore  no  unambiguous  conclusions  could  yet  be 














we surveyed  the acute  toxicity of AuNPs, AgNPs and  IONPs  in all cell  types. Subsequently we 









  Stem cells  Progenitor cell line  Cancer cell line 
Human  hNSC [26]  ReNcell [27] LA‐N‐2 [28] 










All  NPs  had  a mean  core  diameter  around  3.8  nm,  as measured  by  transmission  electron 




nm and a negative zeta‐potential around  ‐45 mV,  ‐35 mV, and  ‐54 mV  for  the coated AuNPs, 
AgNPs  and  IONPs  respectively.  All  obtained  values  correspond well  to  data  reported  on  the 
characterization of NPs synthesized via similar protocols [32, 33]. The NPs were synthesized with 
the  intention  of  obtaining  similar  physicochemical  properties  so  that  discrepancies  in  cell 
responses could be related to variations between the cell types. Additional characterization data 















diameter  AuNPs  and DNA  [35].  In  addition,  note  that  determining NP  concentrations  is  not 
straightforward,  as  various methods/models  need  to  be  applied  for  different  NP  materials 
(Supplementary Information). This may affect the comparison of absolute concentrations of NPs 
of different materials  and may  additionally explain  the  severe  toxicity observed here  for  the 
AuNPs. Given the limited loss of cell viability observed for the IONPs, the latter were selected for 
further evaluation of sublethal effects.  





with  previous  work  from  Bregoli  et  al.  who  did  not  observe  any  toxic  effects  in  several 









Since we  found  the  IONPs  to  induce  the  least acute cell damage,  it was decided  to probe  for 
sublethal effects caused by these NPs using a multiparametric methodology. The evaluation of 
effects  on  cell  function  has  become  crucial,  as  it  is  generally  recognized  that  nanosafety 
evaluations should go beyond live/dead scoring in order to establish a more predictive paradigm 
[15, 38]. Subtle changes in cell function might indeed be more predictive towards in vivo adverse 
outcomes. For  instance, NP‐promoted reactive oxygen species  (ROS) production  in pulmonary 
cells has been linked to acute inflammation in the lung [39, 40]. ROS induction is also stated to be 
the main mechanism  via which metallic NPs  induce  cell  stress.  Persisting  ROS  induction  can 
subsequently lead to oxidative stress and damage of cellular components such as DNA, proteins 
and membrane lipids [6].  






Although ROS  induction by  IONPs  is often observed  [19, 39, 41],    it has been shown  that NP‐
induced  cytotoxicity  cannot  always  be  attributed  to  an  increased  ROS  production  [42]. 
Interestingly, Harris et al. also witnessed reduced ROS levels in their high content analysis of IONP‐
induced effects on a mammalian fibroblast cell line [6]. Additionally, IONPs can exhibit an intrinsic 














Subsequently,  we  evaluated  the  effect  of  IONP  exposure  on  the  Ca2+  homeostasis.  The 
intracellular free Ca2+ concentration ([Ca2+]c) is a valuable toxicity marker since Ca2+ is involved in 
a plethora of processes such as cell proliferation, mitochondrial function and gene expression [47, 



























Even  though  similar  trends were  retrieved  in  each  group,  it  is  clear  that  the  extent  of  the 
perturbation of  cellular Ca2+ homeostasis  varied with  the  cell  type.  Since Ca2+ homeostasis  is 












with  a  stress  inducer Ca2+  promotes ROS  production  and  possibly  cell  death, whereas  under 
physiological conditions Ca2+ stimulates the oxidative respiration  in the mitochondria and thus 
ATP production [52]. Interestingly, the importance of oxidative respiration for overall cellular ATP 






permeabilization,  will  render  the  organelle  undetectable  and  has  been  associated  with 
cytochrome C release and cell death initiation [52, 56]. During data analysis, such events could be 


























cell  spreading  and  is  a  value between  zero  and one, where one  represents  a perfect  sphere 
Page 13 
 






























from  the  acute  toxicity  assessment  (Figure  1)  but  became  increasingly  clear  with  every 
additionally  evaluated  parameter.  Furthermore,  the  obtained  profiles  would  likely  become 
increasingly complex with  the addition of supplementary end points  such as  the  influence on 
autophagy,  induction of endoplasmic reticulum stress or genotoxicity. Note that  it was not the 
primary objective of this study to unravel the underlying toxicity mechanisms. Hereto, additional 














hNSC  ↓  ↑  ↓  ↓ ↑ 
mNSC  ↑  ↓  ↓ ↓ ↑ 
ReNcell  ↑  ↑  ↓  ↓ ↑ 
C17.2  ↓  ↑  ↓  ↓ = 
LA‐N‐2  ↓  ↓  ↓  (*) (*) 
Neuro‐2a  ↓  ↓  = ↓ ↑ 
 
The observed variations  in cell responses can be explained  in several possible ways. One may 
argue that variations  in NP uptake  in the various cell types will be an  important factor.  In this 
regard,  dose  heterogeneity  at  single  cell  level  due  to  variations  in  NP  uptake  in  the  same 
population will also lead to response heterogeneity [62]. In addition, NP uptake is related to the 
colloidal  stability  in  the  applied  cell  culture  media.  Although  we  did  not  evaluate  the 
abovementioned parameters in detail, it was previously shown that PMA‐coated NPs show good 
stability in biological media and that they are taken up well by various cell types [25, 63]. Besides 




lysosomes,  stronger  cytotoxicity  is observed  than when  the NPs  reside  in  the  cytosol  [45].  In 
addition, the variations in intrinsic cell properties, such as the anti‐oxidative capacity, metabolic 
rate (e.g. Ca2+ homeostasis) and mitochondrial activity, are to a large extent accountable for the 
revealed  divergent  toxicity  profiles.  Combined,  these  elements  advocate  an  in  vitro  toxicity 
profiling  that  takes  intrinsic  cell  properties  and  variations  in  the  studied  cell  population  into 
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of the  latter  is the use of cell area and circularity as parameters to describe alterations  in cell 
morphology. Although effects on cell circularity occurred sooner,  the  impact on cell area was 






those  cell  lines  should  be  encouraged. However,  the  generalized  use  of  cell  lines  should  be 
approached with caution, especially when performing a detailed toxicity profiling to elucidate the 









can  suffer  from  several  drawbacks  like  an  often  limited  availability,  specific  cultivation 
requirements,  a  limited  life‐span,  and  possible  inter‐batch  and  –individual  variations, which 
possibly  limit  the  throughput  [7, 12]. Hence, cell  lines are still  the preferred candidates when 
performing a  large‐scale  screening of numerous NPs. For  this  reason and because  it  is highly 
unlikely that one single cell type will emerge as a universal model, we strongly believe that the 




































































overnight. Optimal  seeding  cell  densities were  identified  for  each  cell  type  individually.  The 
optimal seeding density was defined as the density that would result  in an 80% confluent cell 






  hNSC  mNSC ReNcell C17.2 LA‐N‐2  Neuro‐2a
Cell density  35000  17500  17500  15000  50000  15000 
Volume (µL)  700  350  350  300  1000  300 
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assay,  is observed  for every NP‐cell  type  combination  tested. Results  for  the AuNPs  (yellow), 
AgNPs (blue) and IONPs (red) are represented as mean ± standard error of the mean (SEM, n=3,). 













































circularity  in the ReNcells  is  less outspoken as  initial morphology  is  less complex. Only the cell 
area is affected in the C17.2 cells. 
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